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粘 和 蛋白 基因 Ha_BtR 沉默 对 CrylAc 毒 力 的 影响 
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摘要 : Ak N( aminopeptidase N, APN) ##5 #42 H (cadherin ) 是 存在 于 鳝 翅 目 昆虫 中 肠 刷 状 缘 膜 赛 (brush border 
membrane vesicles ，BBMV ) 上 Bt 毒素 CrylA 的 受 体 。 本 实验 将 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 氮 肽 酶 Nl 基因 Haapnl 和 
oh aE EIA) Ha_BiR IE RNA (dsRNA) EARI E 4 龄 幼虫 体内 ,以 研究 这 两 种 受 体 基因 沉默 后 对 Cryl Ac 毒 力 的 
影响 。 结 果 表 明 : 注射 dsRNA(1 hgy 头 ) 进 行 基 因 沉 黑 后 ,Euapry mRNA 表达 量 比 注射 缓冲 液 (elution solution, ES) 
的 对 照 下 降 了 30% ~49% , Ha_BtR mRNA 表达 量 下 降 了 30% ~37% , YES Haapnl dsRNA 的 幼虫 在 40 和 70 ng/em 
Cryl Ac 活化 毒素 下 的 死亡 率 显 著 低 于 注射 ES 的 幼虫 , 而 在 100 和 170 pg/m? Cryl Ac 原 毒素 处 理 下 两 者 死亡 率 无 
显著 差异 ; Cryl Ac 活化 毒素 以 及 原 毒素 对 注射 Ha_BtR dsRNA 幼虫 与 注射 ES 幼虫 的 毒 力 均 无 显著 差异 。 当 同时 注 
Sy} Buap 及 Ha_BtR dsRNA 后 , 干扰 后 的 幼虫 对 Cryl Ac 活化 毒素 和 原 毒素 的 敏感 性 均 显著 下 降 。 本 人 研究 进一步 证 
明了 棉铃 虫 Haapnl 和 Ha_BtR 均 是 Bt 毒素 Cryl Ac 的 功能 受 体 , 这 两 种 受 体 蛋白 共同 参与 CrylAe 的 毒 杀 作用 过 程 。 
该 结果 也 提示 ,Haapnl 或 Ha_BiR 基因 产生 突变 都 可 能 导致 棉铃 虫 对 Cry] Ac 产生 抗 性 。 
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Effects of RNAi-mediated silencing of an aminopeptidase N gene Haapn! 
and a cadherin gene Ha_BtR on CrylAc toxicity against Helicoverpa 


armigera (Lepidoptera: Noctuidae ) 
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Abstract: Aminopeptidase N (APN) and cadherin are key receptors of Bacillus thuringiensis Cryl A toxins in 





brush border membrane vesicles (BBMVs) of lepidopteran insects. Effects of RNAi-mediated silencing of an 
APN gene Haapn] and a cadherin gene Ha_BiR on Cry1 Ac toxicity were investigated by injecting dsRNAs of 
these two genes into the 4th instar larvae of Helicoverpa armigera in this experiment. Reduction of mRNA 
expression of Haapnl (30% - 49% ) and Ha_BtR (30% - 37%) was observed in the larvae injected 
respectively with Haapn] dsRNA and Ha_BtR dsRNA (1 yg/larva) compared with the control larvae injected 
with elution solution (ES) only. Mortality of larvae injected with Haapn]! dsRNA was significantly lower than 
that of the control larvae injected with ES in treatments of 40 and 70 g/cm? of activated Cryl Ac, but there 
was no difference in mortality of larvae injected with either Haapn] dsRNA or ES in treatments of 100 and 
170 yg/cm’ of Cryl Ac protoxin. RNAi-mediated gene silencing by injecting Ha_BtR dsRNA had no effect on 
toxicity of both activated CrylAc and CrylAc protoxin. However, toxicity of both activated CrylAc and 
Cryl Ac protoxin against the 4th instar larvae injected with a mixture of HaapnI dsRNA and Ha_BiR dsRNA 
was significantly reduced. These results further confirm that both Haapnl and Ha_BtR are functional receptors 
of Cryl Ac in H. armigera, and both of them are involved in intoxication of Cryl Ac. Our results also suggest 
that mutations occurring in either Haapn] or Ha_BtR may result in resistance to CrylAc in H. armigera. 
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Dp zy FLAT A Bacillus thuringiensis 是 一 种 蔷 
兰 氏 阳性 细菌 , FESO AE FEA FE ed a IR 
的 形成 , He iy A — Ee Be Ap AR VE, 称 之 为 
FLA Aa (KE A (insecticidal crystal proteins, ICPs) , 
即 Bt 毒素 。 当 昆虫 取 食 杀 虫 晶体 后 ， 原 毒素 在 昆 
虫 中 肠 碱 性 条 件 下 经 和 蛋白酶 水 解 为 约 60 kDa 的 活 
化 毒素 , 进而 和 昆虫 中 肠 刷 状 绿 膜 宫 (brush border 
membrane vesicles, BBMV) 上 的 受 体 互 作 ， 并 在 中 
肠 细胞 膜 上 形成 罕 孔 ,引起 离子 渗 涯 ,导致 细胞 膨 
胀 解体 ,最 后 死亡 (Bravo et al., 2007) 。 

ZARA N( APN ) #145 845 E H (cadherin ) & Bt 3% 
素 CrylA FEH (Bravo et al., 2007) 。 在 烟草 天 
1 Manduca sexta 等 多 种 鳞 霄 目 昆 虫 中 证 实 APN 是 
Bt 毒素 的 功能 受 体 (Knight et al., 1994; Vadlamudi et 
al., 1995), APN 表达 量 下 降 或 基因 缺失 突变 可 以 导 
致 昆虫 对 Bt 产生 抗 性 (Rajagopal et al., 2002; Herrero 
et al., 2005; Zhang et al., 2009 ) 。 同 样 , 也 在 多 种 鳝 
W BL PUES eA Ae Bt 毒素 的 功能 受 体 。 已 
在 3 种 棉花 害虫 : 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens WLES 
Hh Pectinophora gossypiella #il #i 4 E Helicoverpa 
armigera “PACES RE ae A ELA SS 8 BT LA Se BOY Bt 毒 
ZA Cryl Ac 产生 高 水 平 抗 性 ( Gahan et al., 2001; Morin 
et al., 2003; Xu et al., 2005) 。 

NOES HH. armigera 是 世界 性 的 农业 害虫 , 其 对 
化 学 杀 虫 剂 产生 抗 性 的 问题 曾 严 重 制约 了 我 国 的 棉 
Æo H 1996 年 Bt 棉花 商业 化 种 植 以 来 , 我 国术 
铃 虫 得 到 了 有 效 控制 (Wu et al., 2008), Bt 棉花 在 
整个 生长 期 内 都 表达 Bt BER (CrylAc) , 使 棉铃 虫 处 
于 持续 的 选择 压力 下 , 并 且 经 室内 注 选 已 得 到 对 
CrylAc 具有 高 水 平 抗 性 的 多 个 棉铃 虫 品系 (Akhurst 
et al., 2003; Xu et al., 2005; Rajagopal et al., 2009) , 
表明 棉铃 虫 对 Bt 棉花 具有 潜在 的 抗 性 风险 。 

棉铃 虫 CrylAc 抗 性 品系 GYBT HPE E S 
Ha_BiR 由 于 缺失 突变 导致 终止 密码 子 提前 
(r1), 产生 截 短 的 钉 粘 蛋白 使 Bt 毒素 丧失 结合 部 
位 , 从 而 对 Cryl Ac 产生 抗 性 (Xu et al., 2005; Yang 
et al., 2006), Yang 等 (2007 ) iit F, MA, 成 功 
地 从 河南 安阳 田间 种 群 中 捕获 可 导致 CrylAc 抗 性 
HEDA ae TA 2 个 新 突变 型 (如 , r3), 这 2 个 
新 突变 均 由 逆转 录 转 座 子 插入 而 产生 。Zhao 等 
(2010) 从 江苏 江浦 棉铃 虫 田 间 种 群 中 分 离 到 3 种 
与 Cryl Ac 抗 性 相关 的 钙 粘 重 日 突变 型 ( 吃 -mB)。 
上 述 研究 表明 棉铃 虫 幼 忠 中 肠 钙 烙 和 蛋白 是 Bt 毒素 
CrylAc 重要 靶 标 受 体 之 一 ,本 _BR 的 功能 丧失 性 


突变 能 够 导致 对 CrylAc 的 高 水 平 抗 性 。 在 棉铃 虫 
对 Cryl Ac 的 其 他 抗 性 品系 中 , 存在 不 同 的 抗 性 机 
H. AERAR N 基因 Haapnl 表达 下 调 或 突变 
也 可 以 使 棉铃 虫 产生 抗 性 (Sivakumar et al., 2007; 
Zhang et al., 2009) ,但 是 在 田间 种 群 中 还 未 发 现 类 
似 的 基因 突变 。Rajagopal 等 (2009 ) 发 现 棉 铃 虫 搞 
性 品系 的 一 种 蛋白酶 基因 HaSP2 REER, 使 原 毒 
素 不 能 正常 活化 , 从 而 对 原 毒 素 产 生 抗 性 ， 而 该 抗 
性 品系 对 活化 毒素 没有 抗 性 。 

RNA 干扰 (RNA interference, RNAi) 是 由 双 链 
RNA 引起 的 转录 后 沉默 机 制 (Fire et al., 1998; 
Zamore et al.，2000) ， 由 于 其 具有 特异 性 ,能 人 够 高 
效率 地 抑制 基因 表达 ，RNAi 已 成 为 研究 基因 功能 
的 重要 工具 。 目 前 已 在 烟草 天 蛾 (Soberbn et al., 
2007 ) #4 IE (Sivakumar et al., 2007; Kumar et al., 
2009 ) BACT IR Spodoptera litutra( Rajagopal et al., 
2002 ) 等 鳞 翅 目 昆 虫 中 应 用 RNAi 研究 Be 受 体 基 因 
的 功能 。 本 研究 通过 注射 dsRNA 的 方法 干扰 棉铃 
虫 Haapnl 和 Ha_BiR 基因 的 表达 , 测定 单个 基因 被 
沉默 或 两 个 基因 同时 被 沉默 后 对 CrylAc 活化 毒素 
和 原 毒 素 毒 力 的 影响 ， 以 期 探 明 棉铃 虫 Haapn7 和 
Ha_BtR 这 两 个 受 体 在 Bt 毒素 CrylAc 毒 杀 过 程 中 
的 相互 作用 , 有 助 于 对 Bt 毒素 作用 机 理 和 抗 性 机 
理 进 行 更 全 面 的 认识 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

敏感 棉铃 虫 种 群 (SCD) 已 在 室内 饲养 多 年 ， 饲 
养 期 间 未 接触 任何 杀 虫 剂 。 杭 铃 虫 幼虫 采 用 以 麦 胚 
粉 和 大 豆 粉 为 主要 成 分 的 人 工 饲 料 饲养 , 温度 27 + 
1 ,光照 周期 16L: 8D, WEHA 10% 糖水 以 补充 
营养 (Yang et al., 2009) 。 
1.2 主要 试剂 

Cryl Ac IRER HH op zs ae 2 AT A EES SS E E 
种 HD-73 菌株 制备 , 用 胰 重 日 酶 对 原 毒素 进行 活化 
制备 活化 毒素 。SV Total RNA Isolation System 和 
RT-PCR 第 一 链 合 成 试剂 盒 购 上 月 Promega 公司 ; 
MEGAscript RNAi Kit 购 自 Ambion 公司 ; SYBR 
Green Realtime PCR Premix W% H TaKaRa 公司 。 
1.3 Haapnl 和 Ha_BtR 基因 片段 的 克隆 以 及 dsRNA 
合成 

采用 SV Total RNA Isolation System 试剂 盒 
(Promega 公司 ) 提取 单 头 5 龄 幼虫 中 肠 总 RNA, 在 
PCR 管 中 加 入 2 ug 总 RNA、2 wl oligo(dT) 51% 
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和 M-MLV 逆转 录 酶 (Promega 公司 ) 合成 cDNA 第 
一 链 。 根 据 已 有 的 棉铃 虫 Haapnl ( GenBank 登录 号 
为 AF521659 ) 和 Ha _ BtR ( GenBank 登录 号 为 
AY647974 ) 全 长 cDNA 序列 设计 特异 性 引物 ( 表 
1) 。 将 扩 增 的 Haapnl 和 Ha_BtR 片段 (经 殉 隆 、 测 
序 验证 ) 作 为 模板 , 采用 MEGAscript RNAi Kit 分 别 
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转录 得 到 正义 RNA MRX RNA, 将 互补 的 正义 
RNA 和 反 义 RNA 混合 , CHA 5min, 冷却 至 室 
温 , 在 冷却 过 程 中 退火 形成 dsRNA, 用 DNase 工 和 
RNase 消化 模板 中 的 DNA 以 及 ssRNA, 最 后 纯化 得 
到 dsRNA, 用 1% GRAB PERS E Ke] dsRNA 质量 
后 ，-70Y 保存 备用 。 


表 1 合成 Haapni 和 Ha_BtR dsRNA 所 用 的 引物 
Table 1 Primers used for HaapnI and Ha_BtR dsRNA production 


基因 引物 序列 (5' - 3") 产物 长 度 (bp) 
Gene Primer Sequence Product length 
Haapnl apnl FT7 TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTTAGCTCGAGCTGGCATT 585 
apni R TGTGGTCTTGAGGCCGAGTCAT 
apnlF GTTAGCTCGAGCTGGCATT 585 
TTAATACGACTCACTATAGGGAGA 
apn! RT7 
TGTGGTCTTGAGGCCGAGTCAT 
Ha_BtR BtRFT7 TTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCATCACTTACACTCTG 558 
BtRR CGTCTCGCCCGTGAACAGG 
BtRF CCCATCACTTACACTCTG 558 
BtRRT7 TTAATACGACTCACTATAGGGAGACGTCTCGCCCGTGAACAGG 


下 划 线 部 分 为 T7 启动 子 序列 。T7 promoter sequences were underlined. 


1.4 dsRNA 注射 剂量 的 确定 
选择 同一 批 棉铃 虫 4 龄 幼虫 (体重 为 100 + 20 
mg), 用 50 pL 微量 进 样 希 从 幼虫 背面 将 dsRNA 或 
稀释 缓冲 液 (elution solution, ES) 注入 幼虫 体内 。 
分 别 将 1, 3, 6 和 12 pg 目标 基因 dsRNA( 体 积 均 为 
6 ML) 注 射 4 龄 幼虫 各 10 头 ， 对 照 注 射 同 体积 ES 
(10 mmol/L Tris-HCl, pH 7.0, 1 mmol/L EDTA), 
48 h 后 制备 中 肠 总 RNA( 每 个 剂量 取 5 k), MF 
检测 RNA 干扰 效率 , 以 确定 最 佳 注射 剂量 。 
1.5 RNAi 基因 沉默 效率 检测 

注册 dsRNA 以 及 ES 48 h 后 提取 单 头 4 龄 幼虫 
的 中 肠 总 RNA , 反 转 录 合 成 单 链 cDNA ,用 于 定量 


表 2 


PCR, 分 别 为 Haapn1、Ha_BiR 和 一 个 持家 基 
因 一 一 延伸 因子 la (EF-1a) 设 计 了 一 对 特异 性 引 
物 ( 表 2)。20 pL 反应 体系 包含 : 10 pL SYBR 
Premix Ex Taq (2x)， 上 游 引物 、 下 游 引物 以 及 
ROX Reference (50 x ) 各 0.4 uL, DNA 模板 2 pL 和 
ddH,O 6.8 nL。 用 ABI 7300 型 殉 光 定量 PCR 4X 
(Applied Biosystems ) 完成 定量 PCR, SRR 2 OOH 
(Livak and Schmittgen , 2001 ) 计算 mRNA 相对 表达 量 。 
16 ”生物 测定 

采用 毒素 涂 表 法 进行 生物 测定 (Xu et al., 
2005) 。 将 CrylAc # R FA BE Re Be Ih WK (PBS 
0.01 mol/L, pH 7.4) 稀 释 成 一 定 的 浓度 ,PBS 作为 


定量 PCR 所 用 引物 以 及 目标 基因 GenBank 登录 号 


Table2 Primers used for realtime PCR and the GenBank accession numbers of the target genes 


基因 引物 序列 (5 - 3°) GenBank 登录 号 
Gene Primer Sequence GenBank accession no. 
Haapnl apnlF GTTAGCTCGAGCTGGCATT AF521659 
apnl R CCGATGTCACAAAGGAAAGTCA 
Cadherin C1F AATCTGCTGACTGTAGTAGGACAC AY647974 
CIR GGCAGTTTCTCTCCTTGAATCAG 
EF-la EF-F GACAAACGTACCATCGAGAAG U20129 
EF-R1 


GATACCAGCCTCGAACTCAC 
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WHR. FE 24 和 孔 板 的 每 个 孔 ( 直径 1.6 cm) 中 注入 
800 pL 棉铃 虫 饲料 , 注入 时 保持 饲料 表面 平整 , 往 
人 饲料 凝固 后 , 在 其 表面 加 入 100 pL 不 同 浓 度 毒素 
溶液 , TURDRT. Æ 24 和 孔 板 每 孔 内 接 入 1 头 经 注 
射 处 理 的 4 龄 幼虫 (每 个 剂量 60 头 幼 虫 ) aE 
布 以 及 盖子 ， 置 于 温度 26 + 1Y ,相对 湿度 60% , 
光 周 期 16L: 8D 的 环境 下 人 饲养, 5 d 后 记录 实验 
结果 。 

测定 Cryl Ac 原 毒素 和 活化 毒素 的 毒 力 回 归 线 
时 , OLR T 48 h 的 4 龄 幼虫 (100 +20 mg) HEA 
涂 有 毒素 的 24 和 孔 板 内 ，CrylAc 活化 毒素 的 剂量 范 
EIA 20 ~ 140 pg/cm ,CrylAc 原 毒 素 的 剂量 范围 
从 60 ~460 pg/cm ,每 个 剂量 测定 48 头 幼虫 , OB 
RERS d 后 记录 生 测 结果 ,用 死亡 机 率 值 法 计算 
毒 力 回归 线 。 
1.7 数据 分 析 与 统计 

采用 POLO-PC 软件 计算 Cryl Ac 活化 毒素 以 及 
BEA LC.,(LeOra Software ，1987 ) 。 死 亡 率 差异 的 
显著 性 用 DPS 数据 处 理 系统 3.1.0.1 进行 处 理 ( 唐 
局 义 和 冯 明光 ,2007 ) ,采用 Student’ s t 检验 方法 
进行 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 dsRNA 注射 剂量 的 确定 

在 棉铃 虫 4 龄 幼虫 体内 注射 6 pL 不 同 剂量 的 
dsRNA(1, 3, 6 和 12 pg), 注射 ES 作为 对 照 。48 h 
后 提取 其 中 肠 总 RNA, 并 检测 mRNA 表达 量 。 注 
射 1 ug Haapnl dsRNA 后 , Haapnl 基因 表达 量 降 为 
49% , 效果 最 佳 ; 注射 6 wg 和 12 ug Ja, Haapnl R 
达 量 降 至 50% ~ 60% 之 间 ( 图 1:A)。 注 射 不 同 剂 
量 的 Ha_BtR dsRNA 后 , Ha_BtR mRNA 表达 量 均 降 
为 70% 左 右 ( 图 1:B)。 因 此 , 均 选 用 1 kg dsRNA 
作为 2 个 基因 的 注射 剂量 进行 后 疆 RNAI 研究 。 
2.2 CrylAc 活化 毒素 和 原 毒素 对 棉铃 虫 4 龄 幼虫 

毒 力 测 定 结果 表明 ，CrylAe 活化 毒素 对 棉铃 虫 
4 龄 幼虫 的 LCs) 为 30. 4 Mg/ em (95% 置信 限 : 23 ~ 
42 ng/cm ) ,CrylAc JR AW LC, X 75.6 pg/em 
(95% 置信 限 : 63.4 ~ 88. 2 mg/cm ) 。 由 于 进行 
dsRNA 注射 处 理 的 虫 量 有 限 , 不 能 进行 毒 力 回归 线 
的 测定 。 因 此 , 分 别 选 取 两 个 剂量 的 Cryl Ac 活化 
毒素 (40 和 70 pg/cm ) 和 CrylAe 原 毒 素 (100 和 
170 g/cm’ ) 进 行 RNAi 后 的 毒 力 测定 。 
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图 1 分 别 注射 不 同 剂 量 Haapnl (A) 和 
Ha_BiR (B) dsRNA 对 棉铃 虫 4 龄 幼虫 的 基因 沉默 效 打 
Fig. 1 Gene silencing efficacy on the 4th instar larvae of 
Helicoverpa armigera injected with a serial 


doses of either Haapn] (A) and Ha_BtR (B) dsRNAs 


2.3 Haapn!l 和 Ha_BiR 基因 沉默 对 CrylAc J 
影响 

注射 Haapnl dsRNA 48 h 后 , Haapnl 的 mRNA 
表达 量 下 降 了 30%, CrylAc 活化 毒素 对 注射 
Fuapry dsRNA 幼虫 的 毒 力 显著 低 于 注射 ES 的 幼虫 
(图 2:A), 而 Cryl Ac 原 毒素 对 两 种 处 理 的 幼虫 的 
毒 力 没有 显著 差异 (图 2:B)。 

注射 Ha_BiR dsRNA JG, Ha_BtR 的 mRNA 表 
达 量 也 下 降 了 30%., CrylAc 活化 毒素 和 原 毒 素 对 
注射 Ha_BiR dsRNA 幼虫 和 注射 ES 幼虫 的 毒 力 没 
有 显著 差异 ( 除 原 毒素 100 pg/cm 第 4 天 的 结果 ) 
(图 3:A,B)。 

当 注 射 Haapnl 和 Ha_BiR 混合 物 (各 1 wg) Ja, 
CrylAc 原 毒 素 和 活化 毒素 对 注射 dsRNA 幼虫 的 死 
亡 率 显著 低 于 注射 ES 对 照 幼虫 的 死亡 率 , 尤其 在 
第 5 天, 基因 沉默 处 理 组 与 对 照 组 之 间 和 死亡 率 的 差 
异 达 到 极 显 车 (图 4:A,B)。 定 量 PCR 检测 表明 
Haapnl 和 Ha_BiR 基因 表达 同时 被 沉默 ,与 对 照相 
比 其 表达 量 分 别 下 降 了 46% 和 37% (图 5)。 
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Cry1Ac 处 理 后 时 间 Time after treatment of Cry1Ac (d) 


4th instar larvae of Helicoverpa armigera 


差异 极 显著 (99% ) Significant difference at 99% level. 


Cry1Ac 处 理 后 时 间 Time after treatment of CrylAc (d) 


图 4 HEFE Haapnl 和 Ha_BtR 基因 同时 沉默 对 CrylAe 活化 毒素 (A) 和 Cryl Ac 原 毒 素 (B) 毒 力 的 影响 


Fig. 4 Effects of both Haapn] and Ha_BiR silencing by dsRNA on toxicity of activated Cryl Ac (A) and Cryl Ac protoxin (B) in 


1102 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 53 卷 


120 


100 


80 


60 


40 


mRNA 相对 表达 量 (%) 


Relative mRNA expression 


20 


Elution 
solution 


图 5 同时 注射 Haapnl 和 Ha_BiR 基因 dsRNA 后 
棉铃 虫 4 龄 幼虫 的 mRNA 表达 量 
Fig. 3  Haapnl and Ha_BtR mRNA expression levels 
in 4th instar larvae of Helicoverpa armigera injected 


with a mixture of HaapnI and Ha_BiR dsRNAs 
% + 
3 讨论 


AW N 是 BARR AN BEA GSA, 其 
RAB SHAK. Gill 和 Ellar (2002 ) 将 烟草 天 
蛾 的 APN 转 入 果 晶 中 进行 活体 表达 ,， 当 APN 受 体 
在 中 肠 组 织 表 达 时 , 原来 对 Cryl Ac 不 敏感 的 果 蝇 
在 CrylAc 50 ng/pL 的 作用 下 死亡 ; 在 对 CrylCa 有 
抗 性 的 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua 中 ， 用 Northern 
blot 未 能 检测 到 APN1 的 表达 (Herrero et al., 
2005) ; 注射 APN dsRNA 干扰 斜纹 夜 峨 APN 的 表 
达 , 结果 降低 了 斜纹 夜 蛾 对 毒素 CrylC 的 敏感 性 
(Rajagopal et al., 2002), HEA RH, 4H 
Haapnl dsRNA 后 , 棉铃 虫 4 PASAY Haapnl 表达 
mt PRE, Cryl Ac 活化 毒素 的 作用 效果 与 对 照 组 幼 
虫 比较 明显 下 降 , 表明 Haapnl 的 表达 量 降低 后 影 
MAR S E XT CrylAc 活化 毒素 的 敏感 性 ， 说 明 
Haapnl 是 Bt 的 作用 受 体 ; 但 Haapnl 被 干扰 后 , 对 
Cryl Ac 原 毒素 毒 力 的 影响 并 不 明显 。CrylAe 原 毒 
素 在 析 铃 虫 中 肠 活化 与 体外 用 胰 和 蛋白 酶 活化 存在 一 
EZR RAR, 未 发 表 资 料 ), 该 差异 有 可 能 导致 
基因 沉默 对 原 毒 素 和 活化 毒素 敏感 性 的 不 同 效应 。 

在 3 PSA H Eh PAB Ac OAS a A SZ AY ZS 
MEG CrylAc 抗 性 有 关 , 迄今 已 发 现 12 PPE H 
突变 等 位 基因 可 导致 对 Cryl Ac 抗 性 的 产生 (Cahan 
et al., 2001; Morin ef al., 2003; Xu et al., 2005; 
Soberón et al., 2007; Yang et al., 2007; Zhao et al., 
2010), Xu “(2005 ) 用 Cryl Ac 75 (hee A Sift 0 15 Bl] 
有 564 倍 抗 性 的 品系 (GYBT)， 其 Ha_BiR 在 第 
1 285 位 变异 产生 一 个 提前 终止 的 密码 子 TAA, 仅 
编码 428 TARIE- Yang 等 (2009 ) 用 GYBT 
和 SCD 敏感 品系 杂交 、 回 交 数 代 后 得 到 一 个 Ha_ 


Haapnl Ha_BtR 





BiR 缺失 突变 近 等 基因 系 SCD-r1, 其 抗 性 基因 是 和 完 
全 隐 和 性 的 。SCD-rl 品系 对 CrylAc 有 438 倍 的 抗 
HE, 其 与 SCD 杂交 后 代 ( 了 ) 对 CrylAc 完全 敏感 ， 
即 在 Ha _BiR 基因 表达 量 降低 50% 的 情况 下 ， 
Cryl Ac 毒素 仍 能 正常 发 挥 毒 杀 作用 。 在 本 实验 中 ， 
当 Ha_BiR 基因 表达 下 降 30% 左右 后 , 对 CrylAc 原 
毒素 及 活化 毒素 的 作用 效果 无 显著 影响 。 据 此 推 
Mj, Ha_BiR 基因 在 完全 不 表达 或 表达 量 很 低 时 , 才 
可 能 对 Cryl Ac 的 毒 力 产生 明显 效 采 。 

在 烟草 天 蛾 中 , ARA N AES REE A ze Cryl A 
毒素 不 可 缺少 的 受 体 (Bravo et al., 2004) ， 活 化 毒 
素 单 体 与 钙 粘 和 蛋白 结合 ,切除 a-l Ria MER 
体 , SESE A AUK ON BY a AE ER BS 2 aT 
(Gomez et al., 2002; Jurat-Fuentes and Adang, 
2006) , AAJ TE AHAB RA Ab I We FL ( Pardo-Lopez 
et al., 2006), FEA SEH, 当 Haapnl 和 Ha_BiR 
同时 干扰 后 , 活化 毒素 和 原 毒素 处 理 的 死亡 率 显 车 
低 于 对 照 , 其 差异 大 于 Haapn7 和 Ha_BiR 分 别 干扰 
后 死亡 率 的 差异 , 说 明 Haapnl 和 Ha_BiR 两 个 受 体 
都 与 毒素 的 作用 有 关 , 而 且 在 这 两 个 受 体 的 相互 协 
同 作用 下 ,毒素 能 更 好 地 发 挥 其 毒 力 。 本 研究 的 实 
验 结果 文 持 Bravo 等 (2007 ) 描述 的 毒素 穿孔 模型 。 

在 棉铃 虫 中 ,已 用 RNAi 证 明了 Haapnl 是 
Cryl Ac 的 受 体 (Sivakumar et al., 2007), 。 而 在 本 实 
验 中 同时 干扰 了 Haapnl 和 Ha_BiR, 进一步 证 明了 
MESIE Haapn] 和 Ha_BtR 均 是 Bt 毒素 CrylAc KW 
能 受 体 , 这 两 种 受 体 蛋 日 共同 参与 CrylAc 的 毒 杀 
作用 过 程 。 该 结果 也 表明 ，Haapn1 或 Ha_BiR 基因 
产生 罕 变 均 可 能 导致 棉铃 虫 对 CrylAc 产生 抗 性 。 

现 已 在 槐 铃 虫 中 发 现 7 种 氨 肽 酶 N( Angelucci 
et al., 2008) ， 除 Haapnl 外 的 其 他 几 种 磺 肽 酶 NN 与 
CrylAc 的 关系 尚未 清楚 。 棉 铃 虫 多 个 宽 肽 酶 N 和 
钙 粘 蛋白 在 毒素 作用 过 程 中 的 相互 作用 以 及 与 抗 性 
产生 的 关系 , 尚 有 待 进一步 研究 。 
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